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Presentacién de Curso

Nombre del curso optativo: Microbiologia de los alimentos

Este curso optativo estd destinado a los alumnos de la Carrera Ingenieria en Alimentos y comprende el
estudio de los microorganismos que afectan la calidad sanitaria de los alimentos y el agua. Su estudio
incluye las caracteristicas generales de estos microorganismos, aislamiento, caracterizacion, resistencia
al medioambiente, su capacidad para sobrevivir y desarrollarse en los alimentos, las consecuencias de
este desarrollo y los factores que influyen en este proceso. Ademas del conocimiento y aplicacion del
sistema de andlisis de peligro y puntos criticos de control en la elaboracion de alimentos, esencial para
garantizar la inocuidad de los mismos; como asi también el estudio de las enfermedades transmitidas

por alimentos (ETAS) y de los factores epidemioldgicos basicos que determinan dichas ETAS.

Tipo de Asignatura

Este curso es de caracter optativo para los alumnos de Carrera Ingenieria en alimentos y forma parte
del Area Tematica Optativa dentro de la malla curricular. Se dicta a partir del segundo cuatrimestre de
cuarto afio y tiene un crédito horario total de 60 h y semanal de 10 h, distribuidos en 4 horas de Practicos

de Laboratorio y aula 'y 6 horas de clases tedricas.

Fundamentacién del sentido del Curso dentro del Plan de Estudio

Este curso permitira al estudiante iniciar su conocimiento en la Microbiologia de los alimentos
abordando conceptos de conservacion, alteracién y contaminacion de los alimentos por diversos
microorganismos. Se estudiaran las técnicas de cultivo y moleculares para el aislamiento de bacterias a
partir de matrices alimentarias que junto con el conocimiento de los puntos criticos de control en la
cadena de produccion alimentaria, aportaran a la inocuidad y conservacion de los mismos. Asimismo la
determinacion de los reservorios, fuentes de infeccion y otros factores epidemiolégicos contribuiran al
entendimiento de la cadena de transmision al ser humano, tomando las medidas necesarias para evitar

la diseminacion de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA).
Prerrequisitos

Las asignaturas correlativas para la realizacion de éste Curso Optativo son:

Microbiologia General: aprobada y Bromatologia: regular
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NORMAS DE BIOSEGURIDAD

OBJETIVOS

- Adquirir conciencia de los riesgos potenciales durante el trabajo en el Laboratorio de
Microbiologia

- Reconocer las vias de infeccion mas comunes en el laboratorio

- Identificar los distintos niveles de bioseguridad en Microbiologia y los requerimientos de
proteccion personal, del medio ambiente y de las muestras, en cada uno de ellos.

INTRODUCCION TEORICA

Las personas que trabajan en un laboratorio QUIMICO estan expuestas a una serie de riesgos
potencialmente graves. Cominmente estan en contacto con sustancias y vapores toxicos y explosivos,
carcindgenos, sustancias causticas, altos voltajes, radiaciones, etc. En un laboratorio de Microbiologia
hay que agregar otro riesgo: la INFECCION por microorganismos.

La INFECCION es la colonizacion y multiplicacién de microorganismos en el hospedador y
difiere de la mayoria de los otros riesgos en que los efectos no estan limitados a quien trabaja
individualmente ni a sus compafieros de trabajo, sino que la infeccion también puede ser transmitida
fuera del laboratorio, a su familia, contactos humanos casuales, y animales domésticos o de
experimentacion. No debe olvidarse que también pueden diseminarse agentes no patégenos para los

seres humanos pero capaces de contaminar medios de cultivo y reactivos.

- Vias de infeccién mas comunes en el laboratorio:

- tracto digestivo: ingestion o transferencia de microorganismos desde dedos contaminados.

- mucosas: nasal, conjuntiva, por aerosoles y manos contaminadas.

- piel — via percutanea: inyeccion, cortes o escoriaciones.

- respiratoria: es la mas importante. EI 80% de las infecciones contraidas en el laboratorio
de Microbiologia es de origen aéreo por inhalacion de aerosoles que transportan

microorganismos o Virus.

- Importancia de la via respiratoria
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Se deben tener en cuenta 3 factores principales.
- Lafacilidad con que se producen pequefias gotas y particulas.
- Las pequefias particulas (entre 1-4 um) no son retenidas en el tracto respiratorio y llegan a
pulmon.

- Lacapacidad de la mayoria de los microorganismos patégenos para invadir tejido pulmonar.

- La infectividad de un microorganismo depende de:

el tamafio de la dosis

la susceptibilidad individual

la virulencia del agente (varia con el microorganismo y la cepa)

el sitio de invasion

- Situaciones de riesgo méas comunes en el Laboratorio:

e Produccién de aerosoles

La produccion de aerosoles es generada por dos mecanismos:
- atomizacién de suspensiones liquidas
- molido muy fino de material sélido infectado
Muchas técnicas de laboratorio producen distintos aerosoles mediante burbujeo, salpicadura,
espuma, quemado del ansa, y dos mecanismos adicionales: vibracién de alta frecuencia y fuerza
centrifuga. Los aerosoles también se producen cuando se manipulan cultivos secos, liofilizados o

secados con acetona (ej. cuando se destapan tubos o ampollas).

e Practicas incorrectas

Ademas de la produccion de aerosoles hay que tener en cuenta el riesgo que se genera como
consecuencia de la deposicion de material infectado sobre distintas superficies, como la mesada de
trabajo, elementos personales como cuadernos, lapiceras, y las propias manos, a partir de las cuales los
microorganismos pueden ser transferidos a la piel, boca y ojos. Es recomendable el uso de guantes

descartables, barbijo y gafas y lavarse las manos al retirarse del laboratorio.
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e Uso de pipetas y pipeteo

Las pipetas se esterilizan antes de ser utilizadas. Una préactica casi universal en Microbiologia es
colocar un tapon de algoddn en la boquilla de la pipeta para prevenir la entrada de polvo y detener el
ascenso de liquido. Sin embargo, el tapdn NO protege a quien usa la pipeta ya que es facilmente
contaminado por microorganismos presentes en las suspensiones liquidas. El pipeteo oral debe ser
evitado; en su lugar se recomienda el uso de propipeta. Las pipetas contaminadas se descartan siempre

en un frasco con lavandina al alcance del operador.

e Elansa

Mediante el flameado (quemado al rojo en la llama) del ansa o agujas contaminadas se puede
producir diseminacién de organismos, especialmente cuando se trabaja con indculos semi-sélidos (gj.
suspensiones de esporas, colonias de Mycobacterium o esputo). Esto también puede ocurrir con
pequefios volimenes de liquido. EI mismo riesgo se corre cuando se introduce el ansa caliente en un
liquido, o se hace contacto con la superficie de un cultivo en medio sélido.

El ansa fria, una vez cargada, puede contaminar cuando se producen vibraciones o rapidos
movimientos de aire que causen desprendimiento de pequefias gotas. Por esta razon, no agite ni sacuda

el ansa mientras trabaja.

e Placas de Petri con medio de cultivo

La principal fuente de infeccion resulta cuando una placa de Petri con cultivo cae al suelo y se
rompe. EI mismo riesgo se corre cuando se utilizan tubos o botellas con agar. En esos casos, neutralice
la contaminacion con lavandina diluida al 10 % y después de unos minutos comience el operativo de

limpieza usando guantes. Confine los restos de vidrio en un recipiente que luego sera esterilizado.

e Taponesy tapas

La remocion de tapones de algodon, tapas a rosca, tapones de goma o plésticos desde tubos con
caldo de cultivo, tubos de centrifuga, etc., puede crear aerosoles de material infectivo, sobre todo si
después de agitar los cultivos, los tapones se han humedecido. En ese caso, oriente la boca del tubo hacia
el mechero en el momento de abrir. Si es necesario agitar el tubo, hagalo con suavidad para evitar este

inconveniente.
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Precauciones

Las medidas preventivas incluyen 6 categorias:

Ingenieria en Alimentos

- proteccion fisica del trabajador: uso de guardapolvo, guantes, barbijo, gafas, propipeta, etc.

- técnicas cuidadosas: buen manejo de la técnica aséptica.

- métodos de confinamiento del agente: uso de cAmaras de bioseguridad, flujo laminar vertical,

ambientes aislados con presurizacion positiva 0 negativa, recipientes con desinfectante para

descartar material contaminado, envases bien tapados, sin filtraciones.

- barreras intangibles: desinfeccidn del aire por uso de lamparas UV, areas estériles.

- desinfeccidon en general: empleo de etanol al 70%, alcohol iodado, lavandina diluida u otros

productos seleccionados segun el caso: piel, superficies inertes, instrumentos metalicos, etc.

- medidas inmunoldgicas: vacunacién del personal segun normativas de Salud Pdblica.

Requerimientos para los cuatro (4) niveles de bioseguridad en Microbiologia

Nivel | Practicas y técnicas Equipamiento Alcance

1 Préacticas microbiolégicas Ninguno Agentes bien caracterizados que

standard. presentan riesgo minimo para el
personal y el medio ambiente.
Ej. Bacillus subtilis.

2 Personal con entrenamiento | GBS clase 1 6 11 Agentes de moderada peligrosidad
especifico. Acceso para el personal y el medioambiente.
restringido. Ej. Salmonella.

Sangre, fluidos corporales, Tejido
humano y animal.

3 Acceso mas restringido. GBS clase Il Agentes con potencial de
Registro de visitas y transmision aérea que pueden causar
accidentes. Barreras de infeccion seria o potencialmente
contencion fisica: mascaras, letal. Alto riesgo personal, bajo
guantes, rotores sellados, riesgo comunitario
filtros HEPA. Ej. Mycobacterium, Coxiella.

4 Barreras de aire con el GBS tipo HI Agentes exdticos productores de
exterior. Cambio de ropa 'y Traje presurizado enfermedades letales para los que no
ducha. Intercambio de ropa | por tuberias. existen vacunas ni terapia. Ej. virus
sucia a limpia. Ebola.

GBS: gabinete de bioseguridad (son éreas de trabajo estériles con flujo laminar vertical)
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Esquema de funcionamiento de los gabinetes de bioseguridad
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REGLAS A TENER EN CUENTA EN CADA SESION DE LABORATORIO

1. Reportar los accidentes al docente a cargo del Trabajo Practico, no importa lo insignificante que
puedan parecer. Se debe reportar toda enfermedad o lastimadura tan rapido como sea posible. La
pérdida de tiempo en la identificacion de una infeccion de laboratorio puede tener graves
consecuencias.

2. Tratar a todos los microorganismos como patdgenos potenciales para el ser humano, o
contaminantes para los cultivos vecinos. Rotular todo el material infectivo para prevenir
confusiones. Los numeros en cddigo no son adecuados.

3. Usar ropay elementos de seguridad (ej. guardapolvo, guantes, mascara, etc).
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4. Manejar los materiales cuyo potencial patdgeno se desconoce (ej. esputo, suero, material fecal,
microorganismos no identificados) como si fueran infectivos, ya que probablemente lo son.

5. El laboratorio debe permanecer siempre limpio. La mesada debe estar libre de todo material que no
sea esencial. La superficie debe limpiarse antes y después de cada sesion de laboratorio con una
solucion germicida. Todo el material contaminado, cultivos, pipetas, tapones, etc., debera ser
esterilizado ANTES de ser lavado.

6. Al retirarse del laboratorio, sacarse el guardapolvo, lavarse cuidadosamente las manos con agua y
jabon y desinfectarlas.

7. Tener un desinfectante listo para ser usado en suficiente volumen para llevar a cabo una
descontaminacion de emergencia en el caso de salpicaduras. Asegurarse que el desinfectante sea
activo contra el organismo con el que se esta trabajando.

8. Nunca comer, beber, fumar, maquillarse en el laboratorio, o pipetear con la boca. Usar propipetas o
pipetas automaticas. Siempre recordar que las manos o los guantes pueden estar contaminados y
pueden transferir microorganismos al rostro, ropa y resto del cuerpo.

9. Nunca llevar a cabo una accion apresuradamente, en particular aquéllas que pueden producir
burbujeo, salpicaduras, derrames o contaminar superficies que es necesario mantener limpias (ej.

las tapas de las botellas).

BIBLIOGRAFIA

- Ferrari S., Mattana C., Di Genaro M.S. y Favier G. 2011. Manual de Seguridad en el Laboratorio
de Microbiologia. Nueva Editorial Universitaria. ISBN/ISSN 978-987-1595-68-6, UNSL, San
Luis, Argentina.

- Microbiological safety cabinets. Reproducido de Collins C.H. Laboratory Acquired infections
(2nd ed). Extraido del curso de posgrado Cultivo celulares y sus aplicaciones biotecnoldgicas.

1994. Laboratorio de Virologia, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Buenos Aires.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORAOTRIO N° 1

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

OBJETIVOS

- Definir PCR, conocer los reactivos que se utilizan y las etapas de cada ciclo de una PCR
- Conocer las principales aplicaciones de PCR en Microbiologia

- Preparar mezclas de reaccion para PCR segun protocolos de trabajos cientificos.

- Interpretar resultados a partir de la observacion de imagenes de geles de agarosa.

- Conocer ventajas y desventajas de esta técnica.

INTRODUCCION TEORICA

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica que permite amplificar de manera
exponencial un fragmento especifico de genoma (un gen determinado u otra secuencia de ADN). Esta
técnica se puede utilizar con diversos propdsitos, por ejemplo:

-realizar la identificacién de un microorganismo por presencia de una secuencia especifica del gen 16S
ARNT.
-seleccionar clones por la presencia de genes asociados a virulencia, resistencia a antibidticos, etc.

-establecer relaciones entre cepas durante brotes o en estudios epidemiolégicos.

Etapas de cada ciclo de PCR
Cada ciclo de PCR incluye 3 etapas que se suceden en la doble hélice de ADN (templado):
1. Desnaturalizacion a 95°C
2. Hibridizacion de cebadores o “primers” a las regiones flanqueantes de la secuencia de ADN
a amplificar, a 55-65°C
3. Elongacion de los primers por Tag polimerasa en presencia de dNTPs, a 72°C
Cada ciclo duplica la secuencia original de ADN.
El ciclo se repite entre 25 a 40 veces segun el tamafio del producto de PCR (amplicon).

Ver animacion de PCR en: http://www.dnalc.org/resources/animations/pcr.html
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Esquema de PCR. Primer ciclo de PCR consta de

1: desnaturalizacion del ADN a 95°C,

2: hibridizacion de los primers en las zonas flanqueantes de la secuencia a amplificar a 55-65°C,

3: elongacion de las nuevas hebras de ADN por Taq polimerasa a 72°C y formacién de copias que
constan de una hebra de ADN original y una hebra de ADN recién sintetizado.

Técnica
El proceso se desarrolla en un microtubo de PCR de 0,2 ml que contiene todos los reactivos de
la reaccién. Se llevan los tubos (tantos tubos como muestras se estudian, mas un control negativo de

reactivos) al termociclador que sera programado segun protocolo especifico.

Andlisis de los productos de PCR

El producto obtenido se somete a electroforesis en gel de agarosa. Al fundir la agarosa, se agrega
bromuro de etidio, un producto mutagénico que actualmente se reemplaza por Gel Red (un producto
menos cancerigeno), se arma el gel con un peine que da forma a los “wells” o pocillos, se colocan los
productos de la amplificacion uno en cada pocillo y se realiza la electroforesis. La separacion de bandas
se produce en funcion solo de su tamafio, y no de la carga eléctrica porque en este caso el ADN siempre

tiene carga negativa y por lo tanto migrara hacia el anodo.
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Una vez terminada la corrida se coloca el gel en un transiluminador y se observa al UV. Una
banda de masa molecular apropiada (por comparacién con patrones de ADN en el mismo gel) seria
indicativa de que el ADN blanco fue amplificado exitosamente.

Ver animacion de electroforesis en: http://www.dnalc.org/resources/animations/elelectrophoresis. html

Ventajas

- Rapidez en el diagndstico

- Mayor sensibilidad que los cultivos

- A partir de una muestra pequefia de ADN se puede obtener una cantidad considerable de copias para
el estudio que se vaya a realizar

- El producto se puede utilizar para clonacion, secuenciacién y analisis.

- Se puede amplificar ADN de cualquier organismo vivo o muerto.

Desventajas

- Falsos positivos por contaminacion cruzada (puede ser del mismo investigador o de cualquier otro
origen)

- Reactivos costosos

- Se pueden amplificar solamente aquellas partes del genoma en donde se conoce por lo menos una
minima secuencia de 20 — 40 pb que corresponde a las zonas donde deben hibridar los “primers”
especificos.

-La polimerizacion puede generar errores al sintetizar el ADN

Conceptos basicos

- Especificidad: Generacion de un Unico producto de amplificacion.

- Eficiencia: Maxima produccion de amplificacion en funcién del nimero de ciclos.

- Fidelidad: Numero de errores que comete la DNA polimerasa durante la copia (menor nimero de
errores, mayor fidelidad).

- Sensibilidad: Minima cantidad de ADN que se necesita para obtener una gran cantidad de copias.

Caracteristicas de los componentes de la mezcla de reaccion

1. Tag ADN polimerasa

Thermus aquaticus, es una bacteria termdfila que vive en la proximidad de manantiales de agua
caliente. Esta bacteria vive a temperaturas comprendidas entre 50 y 80 °C gracias a que sus enzimas
resisten tales condiciones. Normalmente, a esas temperaturas las proteinas constitutivas de la mayoria

de los seres vivos se desnaturalizan y no vuelven a ser funcionales. Debido a esa termorresistencia, la
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enzima que T. aquaticus emplea para replicar su ADN se utiliza con frecuencia en las reacciones de
PCR.

En la PCR se separan las cadenas de la doble hélice del ADN mediante desnaturalizacion
térmica a temperaturas en torno a los 95°C, lo que conduciria a la inactivacion de las ADN polimerasas
ordinarias. La polimerasa Tag, en contraste, tiene su méxima actividad a 72 °C y su termoestabilidad es
tal que su vida media a 95°C es de 40 minutos, lo que la hace idénea para este tipo de procesos.

2. Primers, iniciadores o cebadores

Con estos nombres se conocen a los oligonucleétidos de cadena simple que se necesitan para
iniciar la replicacién ya que la enzima polimerasa utiliza un OH- libre para poder polimerizar.
Condiciones que debe tener un primer:

- tamafio: 15 — 30 pares de bases

- porcentaje GC: 40 -60 %.

- no deben tener, entre ellos, una diferencia mayor a 5°C en la temperatura melting

El annealing o apareamiento de los primers con el templado (ADN a amplificar) depende de:

- tiempo

- temperatura

- concentracion de los primers

- concentracion del templado

- longitud de los primers

- bases que componen a los primers

La temperatura de fusion o “melting” (Tm) es la temperatura a la cual el 50% de los primers
y su hebra complementaria de ADN forman un duplex. Para oligonucle6tidos de 20 bases de longitud o
menos se calcula como:

Tm = 4(G+C) +2 (A+T)

La temperatura de “annealing” (Ta), hibridizacion o pegado de los primers al templado, es
una temperatura mas baja que la Tm, lo cual incrementa la probabilidad de pegado correcto de los
primers a su secuencia blanco complementaria. Se calcula como:

Ta=Tm-5°a10°C

3. Deoxinucledtidos (dNTPs), dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Durante la realizacion de la PCR, los 4 nucle6tidos tienen que encontrarse en igual

concentracion. La concentracion éptima es entre 10 y 15 uM.
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4. Mg2+
La concentracion de Mg2+ afecta: la unién de los primers al ADN molde; especificidad del
producto; actividad de la enzima; formacion de dimeros de primer. Es por esto que debe ensayarse la

concentracion Optima para cada sistema.

MATERIALES Y METODOS

-Cepas de bacterias en cultivo para realizar extraccion de ADN.

-Material de plastico descartable (tubos Eppendorf, tips de distintos volimenes, microtubos de PCR)
-Reactivos necesarios para PCR y electroforesis horizontal

-Termociclador

-Calculadora cientifica

ACTIVIDADES A REALIZAR

a. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizara segin el método de “boiling” como se describe:

1. Envasar 150 pl de buffer TE + Triton X100 al 1% en tubo Eppendorf.

2. Desde un cultivo puro de la cepa en estudio levantar células desde confluencia o colonias aisladas
con ansa recta, y suspender en el buffer TE + Tritén hasta obtener turbidez evidente. Cerrar y hacer
puncion delicada en la tapa con ansa recta al rojo vivo para evitar que el tubo Eppendorf se abra cuando
se coloque en bafio de agua a ebullicién.

3. Llevar a bafio de agua a ebullicion durante 15 min, centrifugar 5 min a 10000-12000 rpm, y transferir
50 ul de sobrenadante (donde se encuentra el ADN) a un tubo Eppendorf estéril, para ser utilizado como

templado en la PCR.

b. PCR simple dirigida al gen 16S ARNr

Mezcla de reaccion:

Los primers utilizados son:

PRIMER SECUENCIA (5-3) pb
Forward | GGAATTTAGCAGAGATGCTTTAG 300
Reverse | GGACTACGACAGACTTTATGTG

Preparacion de la mezcla de reaccion:
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Tomar un tubo Eppendorf para preparar la_mezcla de reaccion para 5 muestras + un control

positivo + un control negativo + un control de reactivos.

Programa de amplificacion de PCR para stx1/stx2 en termociclador

Reactivo Concentracion Concentracion del | Ix (ul) | Ax (ul)
stock del reactivo reacti.\{o en lamezcla de

reaccion

Buffer 10 x 1x

Mezcla dNTPs 2,5 mM 0,1 mM

Cl:Mg 50 mM 1,5mM

Primer F 0,1 nmol/pl 2 pmol/ul

Primer R 0,1 nmol/pl 2pmol/pl

Taq polimerasa 5U/ul 0,02 U/ul

Templado 2

(ADN)

H,O ultrapura

Vol. final 25

Rotular microtubos de PCR estériles.

Fraccionar 23 pl de la mezcla de reaccion preparada anteriormente en los 8 tubos.

Microtubos de muestras 1 a 5: agregar 2 pl de ADN de cada cepa en el tubo correspondiente.

Microtubo C+ (control positivo): agregar 2 ul de templado de STEC.

Microtubo C- (control negativo): agregar 2 ul de templado de E. coli no patégena.

Microtubo CR (control de reactivos): agregar 2 pl de agua ultrapura estéril.

Pre-PCR: 94 °C 5 min (garantiza la completa desnaturalizacion del ADN)
PCR: 25 ciclos de: 94 °C 305s,54°C 30s,72°C30s

Post-PCR: extensién a 72 °C 3 min (asegura la completa extension de las hebras de ADN). El

programa se desarrolla en un tiempo aproximado de 1.5 h.

c¢. Deteccidn de los productos de amplificacién.

o Preparar un gel de agarosa al 2 %, pesando 0,8 g de agarosa en 40 ml de buffer TAE (Tris-acetico-

EDTA) 0,5X, fundir en microondas, esperar que la temperatura descienda ligeramente y agregar

1,5 ul de solucién stock del colorante GelRed. Mezclar agitando suavemente.

e Armar el gel usando peines para 15 pocillos. Esperar aproximadamente 30 min para asegurar la

completa solidificacién de la agarosa.

Colocar el soporte con la agarosa solidificada en la cuba de electroforesis y verter buffer TAE 0,5X

hasta cubrir ligeramente los pocillos.
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o Colocar 2 pl de buffer de siembra en cada tubo con producto de PCR (la muestra se tifie de color
azul y, por el glicerol del buffer, adquiere suficiente densidad para permanecer dentro del pocillo
de agarosa), mezclar varias veces con tip estéril y usando un tip diferente por muestra sembrar 10
ul en cada pocillo.

o Sembrar el gel en las siguientes posiciones:

e Correr a 80 Volts por 30 min.

e Observar en un transiluminador UV.

o Fotografiar e interpretar los resultados.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 2

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE PASTAS FRESCAS RELLENAS

OBJETIVOS

-Investigar la presencia de Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Clostridium sulfito reductores,
hongos y levaduras, en una muestra de pasta fresca rellena.

-Informar presencia/ausencia o ufc/g de los microorganismos investigados, segin corresponda, Yy

establecer la calidad microbioldgica de la muestra analizada.

INTRODUCCION
Los alimentos méas altamente contaminados son los de origen animal (huevos, carnes rojas y

blancas, leche). Entre las muestras con contenido de huevo se hallan las pastas.
Todos los protocolos de investigacion de microorganismos son esencialmente similares y comprenden:

- preenriquecimiento con fines de reparacion de las células estresadas

- enriquecimiento selectivo

- aislamiento en medios selectivos y diferenciales

- estudio de las caracteristicas bioquimicas de las colonias sospechosas

-analisis antigénico en dos fases: a) empleo de antisueros polivalentes,

y b) utilizacion de antisueros especificos

-tipificacion por medio de bacteri6fagos

Los alimentos que han estado sometidos a desecacion por calor, conservadores, congelamiento,
alta presion osmética, variaciones de pH, deben ser preenriquecidos en un medio no inhibidor para
permitir el desarrollo de aquellas bacterias que hayan sufrido dafio subletal.

Los alimentos crudos y productos terminados que hayan sido groseramente contaminados luego
del procesamiento, pueden ser enriquecidos directamente en caldos selectivos para estimular el
desarrollo de microorganismos de interés y prevenir el desarrollo de microorganismos de la flora
acompanante.

Al realizar el analisis microbiologico de las pastas, debemos informar si se cumplimentan los
requisitos del capitulo IX del Codigo Alimentario Argentino que reglamenta la produccion y venta de
alimentos farinaceos- cereales, harinas y derivados, dentro de los cuales se encuentran los productos de
fideeria.

El Articulo 720 - (Res 305, 26.03.93) cita: “Las pastas frescas no rellenas en todos los casos
deberan mantenerse refrigeradas y expenderse dentro de las 48 horas y responder a las siguientes

exigencias microbiolégicas:
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S. aureus coagulasa positiva: menor de 10® UFC/g

Salmonella: ausencia: en 25 g".

El Articulo 720bis - (Res 305, 26.03.93) cita: "Las pastas frescas rellenas podran ser elaboradas
con rellenos preparados a base de ingredientes alimenticios de uso permitido, como por ejemplo carnes,
verduras, papas, quesos, ricota, sesos. En todos los casos deberdn mantenerse refrigeradas y expenderse
dentro de las 48 horas. Responderan a las siguientes exigencias microbioldgicas:

S. aureus coagulasa positiva: menor de 10° UFC/g

Clostridium sulfito reductores: menor de 10° UFC/g

Salmonella: ausencia en 25 g”.

Acrticulo 721 - (Res 687, 27.08.98) cita: "Las pastas y las pastas frescas rellenas podran ser
adicionadas de propionato de sodio y/o calcio entre otros conservantes. Los productos que hayan sido
adicionados de las sustancias conservadoras mencionadas deberan expenderse en envases cerrados,
bromatolégicamente aptos y deberan llevar con caracteres bien visibles todos los requisitos de
rotulacion, la mencién del conservador empleado, la indicacion "Manténgase refrigerado™ y la fecha de
vencimiento (dia, mes y afio).Deberdn mantenerse y transportarse refrigerados y cumpliran las

siguientes exigencias microbioldgicas:

a) Pastas frescas sin relleno:
S. aureus coagulasa positiva: menor de 10° UCF/g
Salmonella: ausencia en 25 g

Hongos y levaduras: menor de 10* UFC/g”.

b) Pastas frescas rellenas:

S. aureus coagulasa positiva: menor de 10° UCF/g
Salmonella: ausenciaen 25 g

Clostridium sulfito reductores: menor de 10° UFC/g

Hongos y levaduras: menor de 10* UFC/g”.
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Diagrama de flujo para investigar microorganismos patdgenos y del deterioro en pastas frescas

rellenas
PASTAS RELLENAS
Salmonella sp.
1mil
1ml

=
25g muestra 10g muestra e
;1225 = ap + 90ml AP 0,1%
(;.:wffT;] Homogeneizar [ 9mlAP0,1%

il.
. 1/10 1/100 1/1000

Homogeneizar. s. aureus Hongosvlevaduras Clostridios sulfito-
Incubar 18 h a 37°C reduc‘tores

0,1 ml
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2caldosTT 2 caldos RV

OOO

l 1 ml en agar SPS

0000 00

0,1 ml
agar OGY
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24 h a 37D Y42Dc 1 3 3
101102 102 101 102 102 10° 10° 10°

48 h a 37°C 5dias a 25°C 24-48 h a 37°C
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agar 55 agar 55
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Colonias sospechosas
Confirmar por:

'& *Gram

E
Gram *catalasa

*Pruebas bioguimicas:

*coagulasa
TSI g

MATERIALES Y METODOS
A. Investigacion de Salmonella sp.
Procedimiento

1° dia: Preenriquecimiento

Recuento de colonias tipicas

\ v

Confirmar por: Confirmar por:
*Gram *Gram
*catalasa

1. Pesar asépticamente 25 g de muestra en una bolsa de polietileno estéril.

2. Agregar una porcion de un volumen total de 225 ml de agua peptonada bufferada (APB) estéril

contenida en un frasco y homogeneizar en stomacher durante 1 min. Transferir el contenido de la bolsa

al frasco que contiene el resto del medio de cultivo.
3. Incubar 18 h a 37°C.
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2° dia: Enriquecimiento

4. Desde APB transferir 1 ml de cultivo a 9 ml de caldo Rapapport-Vassiliadis (RV)y 1 mla 9
ml de caldo tetrationato (TT). Hacerlo por duplicado.

5. Incubar unjuegode RV y TT a37°C,y el otro juego a 42°C durante 24 h.

3° dia: Aislamiento
6. A partir de cada tubo de RV y TT, sembrar en agar Salmonella-Shigella (SS)
7. Incubar 24 h a 37°C.

4° dia: Identificacion de colonias sospechosas de Salmonella
8. Observar la presencia de colonias sospechosas de Salmonella en agar SS: colonias no

fermentadoras de lactosa con centro negro.
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9. Seleccionar por lo menos 3 colonias sospechosas de cada placa y sembraren TSIy LIA. Incubar
24 h a37°C. Los cultivos de Salmonella presentan:
- TSI: fondo amarillo (&cido), pico rojo (alcalino), con o sin HS.
- LIA: color purpura (reaccion alcalina) con ennegrecimiento del medio si hay produccion de
H.S.

5° dia: Ensayo de aglutinacion en placa con antisueros y pruebas bioguimicas adicionales para
Salmonella
10. De las cepas caracterizadas por TSI y LIA tipicos de Salmonella, sembrar las siguientes

pruebas bioquimicas:

Prueba bioquimica Resultado
TSI +K/A
ONPG negativo
Lisina decarboxilasa positiva
Ornitina decarboxilasa positiva
Arginina decarboxilasa positiva
Glicerol negativa
SIM +-+

Rojo de metilo positivo
Voges Proskauer negativo

Ensayos sugeridos por el Centro Nacional de Referencia de Enterobacterias para identificar
Salmonella (INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran, 2013).

10. Realizar ensayos de aglutinacion en placa con antisueros polivalentes OA y OB. En caso de
resultados positivos, enviar la cepa al Servicio Enterobacterias del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas “Dr. Carlos G. Malbran”, Buenos Aires, para confirmacion y

determinacién de serovariedad.

Informar PRESENCIA o AUSENCIA de Salmonella en 25 g de muestra.
El CAA establece AUSENCIA de Salmonella en 25 g de muestra.
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Medios de cultivo empleados para investigar Salmonella
Agua peptonada bufferada (APB)

Peptona de caseina...............coeviviniininnnnn.. 109

NaCl. ..o 50
Fosfato dis0dico.12H,0............coceiiiiininnn. 9¢g
Fosfato monopotasico...............cceevvnenennn.. 1549

AD. o 1000 ml

pH=7,0+02

Disolver, envasar en tubos. Esterilizar a 121°C durante 20 min.

Caldo Rapapport-Vassiliadis (RV)

TrPtONa. . ..., 4,54 g
Cloruro de SOdi0. . ..ooveee e, 7249
Cloruro de magnesio.6 HO........................ 28,69
Fosfato dipotasico..............ccoooevviiiiiinn., 0,18 ¢
Fosfato monopotasico...............ccoeeeennnne. 1,26 ¢
Verde de malaquita....................coeoeenen 0,036 g
AD. oo 1000 ml

pH=51+0,2

Disolver, envasar en tubos. Esterilizar a 121°C durante 20 min.

Caldo tetrationato (TT)

Polipeptona..........ocoiviiiii 50

Salesbiliares..........coooeviiiiiiiii 1g

Carbonatode calCio............cocoeviiiiiiiiii, 10g

Tiosulfato de sOdi0............coovviiiiiiiiiiii 30¢g

AD. o 1000 ml
pH=7,0+0,1

Mezclar los componentes. Calentar a ebullicion. Enfriar a 45°C.

Agar Salmonella Shigella (SS)

EXtracto de Carne........coeeeeiieieieee e 5¢g
Proteosa peptona o polipeptona..........cccccooevvvevvnennennn. 5¢g
LACTOSA ...ttt 10g
Mezcla de sales Diliares..........ccoceoevviiiiiiincncieen, 8549
Tiosulfato de SO0 ........cccevvevvrieriiec e 859
Citrato fEITICO ...cvveiiiieee e 1lg
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AGAN e 135¢g

Verde brillante (0.33 ml de sol. al 0.1%) .............. 0.33mg

Rojo neutro (2.5 ml de sol. al 0.1%) ..........cccevvenne. 25 mg

AD. e 1000 ml
pH=7,0+0,2

No esterilizar en autoclave. Se prepara asépticamente disolviendo los componentes en agua

destilada estéril.

Medios diferenciales para pruebas bioquimicas empleadas para identificar Salmonella
-Agar TSI

Medio universalmente empleado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la
fermentacidn de glucosa, lactosa, sacarosa y a la produccion de acido sulfhidrico.

Fundamento

En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, aportan los nutrientes adecuados
para el desarrollo bacteriano. La lactosa, sacarosa y glucosa son los hidratos de carbono fermentables.
El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la produccion de &cido sulfhidrico, el sulfato de hierro
y amonio, es la fuente de iones Fe3*, los cuales se combinan con el &cido sulfhidrico y producen sulfuro
de hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene el balance
osmético. Por fermentacién de azlcares, se producen acidos, que se detectan por medio del indicador
rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio &cido. El tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de
hidrdgeno el que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el tipico sulfuro de hierro de

color negro.

EXracto d8 Carne.......ooveeeeeeee e 309
PIUMIPEPLONA ..ot 20,0 ¢
Cloruro de SOOI0 ......vveee e 509
I (03 (0 1Y N 10,0¢g
T (0= 1 (017 F 10,0¢g
(] [UToT0 17 F TP 10g
Sulfato de hierro y amonio........cccccevcvveeiceivieeie e 0,2¢g
Tiosulfato de SOIO.......c.vvveveeeeiieeeeeeeee e 0,2¢g
Rojo de fenol ..o 0,025 g
AGAN .o 13,09
AD o, 1000 ml
pH: 7,3+£0,2

Area Microbiologia 14 2019



Microbiologia de los Alimentos Ingenieria en Alimentos

Suspender 62,5 g del polvo por litro de agua destilada. Mezclar bien y calentar con agitacion
frecuente, hervir 1 0 2 minutos hasta disolucion total. Llenar hasta la tercera parte de los tubos de ensayo.
Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Enfriar en pico de flauta profundo.

-Agar lisina hierro (LIA)

Este ensayo permite diferenciar los microorganismos que producen descarboxilacion o
desaminacién de la lisina. Se puede detectar ademas la produccién de H.S. Es muy utilizado en las
técnicas de busqueda de Salmonella, principalmente para descartar otras bacterias que dan colonias de
aspecto similar en los medios diferenciales utilizados durante el aislamiento selectivo.

Fundamento

Durante las primeras etapas de la incubacion el fondo virara el indicador de pH del medio al 4cido
(amarillo) por la fermentacién de glucosa. Luego, si el aminoécido es descarboxilado se formaran
aminas que provocan un retorno al color original del medio o hacia un viraje al basico (color violeta).En
la desaminacidn se produce un acido carboxilico y NH3 y se visualiza en la superficie la aparicion de un
color rojo intenso. La produccién de H,S a partir de tiosulfato se visualiza por la precipitacién de sulfuro

ferroso de color negro.

Peptona.........cooiiiiiiiii S5g
Extracto de levadura................ccooeeeeenns 3g
GIUCOSA ..t lg
L-lisinaHCI...........ooooi, 10g
Citrato férrico aménico......................... 054¢g
Tiosulfato de sodio................c.oevneee. 0,04 ¢
Purpura de bromocresol...................... 0,029
AGar. .. 159
Aguadestilada.............................. 1000 ml
pH=6,7+0,2

B. Investigacion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva
Procedimiento

1. Preparacion de la muestra: 10 g de muestra se colocan en una bolsa de plastico estéril y se

homogeneizan en 90 ml de agua peptonada 0,1% (AP), usando un stomacher. Esta es la dilucién 10,
2. Tomar 1 ml de la dilucién 10 y colocarla en un tubo con 9 ml de AP 0,1%, (dilucién 10?).
Del mismo modo se prepara hasta la dilucién 107,
3. Sembrar por extension en superficie alicuotas de 0.1 ml de las diluciones 10, 102y 103, por
duplicado, en placas de agar Baird Parker. Extender el indculo con espatula de Drigalski. Mantener las

placas 10 min hacia arriba para que el inéculo sea absorbido.
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4. Invertir las placas e incubar a 37°C, 48 h.
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Interpretacion:
Colonias sospechosas de S. aureus se caracterizan por ser circulares, lisas, convexas, negras, himedas,

rodeadas de zona opaca y frecuentemente una zona clara por fuera de la zona opaca.

5. Realizar recuento provisorio y continuar confirmacion de colonias presuntivas mediante
pruebas bioquimicas.

6. Seleccionar colonias y realizar los siguientes ensayos con cada una de ellas:

- Gram

- Test de la coagulasa

- Test de la catalasa

-Test de la coagulasa

La coagulasa es una enzima con actividad semejante a la protrombina, capaz de transformar el
fibrindgeno en fibrina, provocando la formacidn de un coagulo visible. Se cree que la coagulasa funciona
in vivo, produciendo una barrera en el sitio de infeccion estafilocdccica. En el laboratorio, la prueba de
coagulasa se utiliza mas cominmente para diferenciar S. aureus (coagulasa positivo) de otros
Staphylococcus.
Fundamento

La coagulasa se halla presente en dos formas, “libre” y “fija”, cada una de las cuales posee
diferentes propiedades que requieren el uso de técnicas de determinacion diferentes:

Coagulasa fija (prueba en portaobjetos): la coagulasa fija esta unida a la pared celular bacteriana.
Los hilos de fibrina formados entre las células suspendidas en plasma (que contiene fibrindgeno)

provocan su aglutinacidn, indicada por la presencia de agregados visibles en el portaobjetos.
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Coagulasa libre (prueba en tubo): la coagulasa libre es una enzima extracelular que se halla
presente en los filtrados de cultivos. Cuando una suspension de bacterias productoras de coagulasa se
mezcla en partes iguales con plasma en un tubo de ensayo, se forma un codgulo visible como
consecuencia de la utilizacion de los factores de coagulacion del plasma de manera similar a cuando se
afiade trombina.

Procedimiento

Prueba en portaobjetos: colocar una gota de agua destilada sobre un portaobjetos, emulsionar

suavemente el microorganismo en estudio en la gota de agua de manera de obtener una suspensién
cargada homogénea. Agregar una gota de plasma reconstituido junto a la gota de la suspensién del
microorganismo. Mezclar bien con el ansa. Inclinar el portaobjetos hacia uno y otro lado observando la
formacion inmediata de un precipitado granular o de grumos blancos.

Prueba en tubo: colocar asépticamente 0,5 ml de plasma reconstituido en el fondo de un tubo

estéril. Afadir 0,5 ml de cultivo de Staphylococcus de 24 horas en caldo cerebro corazén (o suspension
en suero fisiolégico de un cultivo en placa). Mezclar por rotacion el tubo, evitando remover o agitar el
contenido. Colocar en bafio de agua a 37°C y observar cada hora hasta 4 horas y luego a las 24 horas, la

formacidn de un coagulo visible.

Interpretacion:
S. aureus es positivo para todas estas pruebas.

El CAA establece para S. aureus coagulasa positiva: valor admitido menor de 1 x 10% ufc/g

Medios de cultivo empleados para investigar S. aureus
Agua peptonada al 0,1% (AP)
Peptona.......cccceveevevieviei i1 G
pH=7,0+£0,2

Disolver, envasar en tubos. Esterilizar a 121°C durante 20 min.

Agar Baird Parker (BP)

THIPLONA .. 1lg
EXIracto d8 Carne.......ocovvvviveeeiee i e e 05¢g
Extracto de levadura...........ccceevevvveviieicieiee e 01g
Piruvato de SOdI0.........cooveiveieiiiiice e 1lg
GlICINA ...ttt 1,29
LICLBHZ20 ... e 0549
AGAE e 29
AD. s 100 ml
pH=7,0+£0,2
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Suspender en 95 ml de agua destilada. Calentar a ebullicion para disolver. Autoclavar 15 min a
121°C. Enfriar a 55-60°C y agregar aditivos.
Aditivos:
a) Emulsion de yema: se adicionan 5 ml en 100 ml de agar BP. Usar pipeta con punta rota.
b) Telurito de potasio al 3,5% en agua destilada (esterilizar por filtracion):
calentar antes de usar para disolver, y agregar 0,3 ml en 100 ml de agar BP.

Caldo cerebro corazéon (CCC)

Infusion de cerebro de ternero...........cccccevvveveincnnne. 200 ¢
Infusion de corazon de vaca..........ccceveevevecieciesnenne, 250 ¢
Proteosa peptona ........ccccvueeviieiiie e 109
Cloruro de SOI0.......ccccveiviieeieiiiie e 59
Fosfato dis0dico anhidro..........cooeveeeveeire v v 2590
(€ [0 ol0 - OSSP 29
AD. oo s 1000 ml
pH=7,4+0,1

Autoclavar 15 min a 121°C.
Aditivo: plasma coagulasa (Difco o BBL)

C. INVESTIGACION DE HONGOS Y LEVADURAS
Procedimiento

1. Preparacion de la muestra: 10 g de muestra se colocan en una bolsa de plastico estéril y se
homogenizan en 90 ml de agua peptonada 0,1% (AP), usando un stomacher. Esta es la dilucion 10,

2. Tomar 1 ml de la dilucién 10 y colocarla en un tubo con 9 ml de AP 1%, (dilucién 10%). Del
mismo modo se prepara hasta la dilucion 107,

3. Sembrar alicuotas de 0.1 ml de cultivo a partir de diluciones 10, 102y 1073, por duplicado, en
la superficie de placas con agar oxitetraciclina-glucosa-extracto de levadura (OGY). Extender el indculo
con espatula de Drigalski. Mantener las placas 10 min hacia arriba para que el inéculo sea absorbido.

4. Invertir las placas e incubar a 22-25°C, 24-48 h.

Interpretacion: Colonias tipicas de levaduras son circulares, lisas, convexas, blancas y himedas
(levaduras). Colonias tipicas de hongos filamentosos son secas, algodonosas, de diversos colores.

Realizar Gram en caso de duda.
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Informar niimero de UFC de hongos y levaduras /g de alimento.

El CAA establece para hongos y levaduras: valor admitido menor de 10* ufc/g.

Medio de cultivo empleado para investigar hongos y levaduras

Agar oxitetraciclina-glucosa-extracto de levadura (OGY)

Extracto de levadura..................ccooeviennnnn. 5g

DEXIIOSA. vttt 20g

AGAT. i 15¢

AD 1000 ml
pH=65 +0.2

Calentar a ebullicion para disolver. Autoclavar 15 min a 121°C. Dejar enfriar a 55°C y agregar

aditivos: oxitetraciclina 0,1 g 6 bien gentamicina 0,05 g. Mezclar y verter en placas de Petri.

4. Investigacion de Clostridium sulfito reductores
PROCEDIMIENTO 1

-RECUENTO (sin enriquecimiento)

1. Preparacion de la muestra: 10 g de muestra se colocan en una bolsa de plastico estéril y se
homogenizan en 90 ml de agua peptonada 0,1% (AP), usando un stomacher. Esta es la dilucion 10,

2. Tomar 1 ml de la dilucién 10y colocarla en un tubo con 9 ml de AP 1%, (dilucién 10%). Del
mismo modo se prepara hasta la dilucién 107,

3. Sembrar, por duplicado, 1 ml de cada dilucién en tubos con 9 ml de agar sulfito polimixina
sulfadiacina (SPS) a 50-55°C, haciendo circulos con pipeta mientras se coloca el in6culo. Estos tubos
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se tapan con vaselina estéril y se aseguran con cinta adhesiva. El agar SPS debe ser preparado en el
momento. Las placas se incuban en anaerobiosis por evacuacion-reemplazo.
4. Incubar a 37°C, 24-48 h hasta 3 dias.

Interpretacién Clostridium sulfito-reductores forma colonias de color negro en SPS. Realizar

recuento en placas o tubos que contienen entre 5y 50 colonias negras.

5. Hacer pruebas confirmatorias desde cultivo: Gram, catalasa, medio hierro-leche, etc.

Informar UFC de Clostridium sulfito-reductores por Gramo de alimento.

Clostridium sulfito reductores: valor admitido menor de 102 ufc/g

PROCEDIMIENTO 2

-ENRIQUECIMIENTO para determinacion de PRESENCIA/AUSENCIA de Clostridium
sulfito reductores

1. Preparacion de la muestra: como se indicé en Procedimiento 1.

2. Sembrar por duplicado alicuotas de 1 ml de la dilucién 10 en tubos conteniendo 9 ml de
caldo tioglicolato hervido previamente 10 min, y enfriado rapidamente bajo canilla. Evitar agitacion.
Estos tubos se tapan con vaselina estéril y se aseguran con cinta adhesiva.

3. Incubar a 37°C, 24-48 h. Observar produccion de gas y turbidez.

4. Desde los tubos de caldo tioglicolato que presentan turbidez y gas, sembrar alicuotas de 1 ml
en tubos con 9 ml de agar SPS a 50-55°C, haciendo circulos mientras se coloca el indculo con pipeta.
Estos tubos se tapan con vaselina estéril y se aseguran con cinta adhesiva. El agar SPS debe ser preparado
en el momento.

5. Incubar a 37°C, 24-48 h hasta 3 dias.
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6. Se observa el desarrollo de colonias negras que pueden confluir. Hacer pruebas confirmatorias

desde cultivo: Gram, catalasa, medio hierro-leche, etc.

Informar PRESENCIA o AUSENCIA de Clostridium sulfito-reductores por Gramo de

alimento.

Medios de cultivo

-Caldo tioglicolato

Extracto de levadura...........ccoceoveviiiininiiecce 59
CaASITONE ... 159
GIUCOSA.....ceeecc e 59
NACT . 50
ol 13 (1| - VST 0,759
ACido tioglicOliCO.......uveveeveereiereeeee e, 0,30 g
AQAT s 0,759
RESAZUMNNG ...vveeeiiviiee sttt 0,0001 g
AD ..ot 1000 mi

Ajustar el pH a 77,2

Envasar y esterilizar 15 min a 120°C. Antes de sembrar, hervir 15 min y enfriar rapidamente.

-Agar SPS

Peptona de caseina............coooeviniiiiiiiiiiii .. 159
Extractode levadura...............ccooceeiiiiiiiiiiiinnn, 10¢g
Fe (D) Citrato. .....c.ooviei 05¢g
SodioSulfito ... 05¢g
PolimixinaBsulfato ........................oca 0.01¢g
Sulfadiacina sédica ...............cccoeiiiiieennne. 0.12¢g
AT 159
AD . 1000 ml

pH=70 £0,1

Esterilizar durante 15 min a 121°C.

ACTIVIDADES A REALIZAR

En la primera jornada, se procedera a realizar toma de muestra desde pasta rellenas (ravioles), y

se realizard la siembra en medios de enriquecimiento y aislamiento para Salmonella, Staphylococcus

aureus, hongos-levaduras y Clostridium sulfito reductores.
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En el segundo encuentro, se efectuara la lectura e interpretacion de los resultados obtenidos hasta
ese momento, y se mostraran medios de cultivo y pruebas bioquimicas sembradas con muestras de pastas
artificialmente contaminadas para obtener resultados positivos.

Se informarén los resultados para:

-la muestra sembrada por los alumnos

-las muestras artificialmente contaminadas

Tomando como referencia los valores maximos admitidos por el CAA, se establecera la calidad

del alimento analizado.

BIBLIOGRAFIA
- Codigo Alimentario Argentino:
http://www.anmat.gov.ar/alimentos/codigoa/ CAPITULO IX.pdf

- Food and Drug Administration (FDA) Bacteriological Analytical Manual:
http://www.fda.gov/food/foodscienceresearch/laboratorymethods/ucm2006949.htm

-Frade H., Fernandez M. C. 2004. Enfermedades transmitidas por alimentos. Asociacion Argentina de
Microbiologia. ISBN 987-98475-9, Buenos Aires.
- Proveedores de medios de cultivo en Argentina:

- www.britanialab.com.ar

- www.merck.com.ar

- Produccion fotogréafica: Maria Cecilia Villa
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ANALISIS MICROBIOLOGICO DE PASTAS FRESCAS RELLENAS

Solicitado por:

Procedencia de la muestra:

Muestra:

Caracteristicas del envase:

Rotulo del envase:  Fecha de elaboracion:

Fecha de vencimiento:

Fecha de recepcion de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia:

Fecha de entrega del informe:

RESULTADOS
Investigacion de Salmonella spp.
MUESEIa: eveeenernroneonnes en25g
Valor admitido por CAA: ausencia en 25 g

Investigacion de hongos y levaduras
MUESHIa: vovenreeinenrnnne ufc/g
Valor admitido por CAA: menor de 1 x 10* ufc/g

Investigacion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva
MUESEIA: evernriieiinernnrenncnnns ufc/g
Valor admitido por CAA: menor de 1 x 102 ufc/g

Investigacién de Clostridium sulfito reductores
MUESEIA: cuvevniieiniiecnennnnnn ufc/g
Valor admitido por CAA: menor de 1 x 102 ufc/g

Observaciones: la muestra analizada cumple / no cumple con las exigencias microbioldgicas

establecidas por el Codigo Alimentario Argentino (CAA, Art 721) para pastas frescas rellenas a los

................. dias de elaboracion.
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Trabajo Préctico de Aula N°3

Métodos réapidos de investigacion de patdgenos en alimentos

OBJETIVOS

Interpretar trabajos cientificos relacionados a métodos rapidos de investigacion de patdgenos en

alimentos.

Preparar una exposicién oral con la incorporacion de terminologia cientifica y métodos multimedia.

GUIA PARA LA PREPARACION DE SEMINARIOS

1. Cada seminario se preparara en grupos de 2 alumnos

2. Es necesario preparar una presentacion multimedia de no mas de 20 min.

3. Serealizaran 5 min de preguntas, tanto por parte del personal docente como por los comparieros

alumnos.

4. Cada presentacion debe constar de las siguientes secciones:

Titulo del trabajo, autores, revista donde se publico, afio de publicacién

Introduccién, no mayor a 2 diapositivas

Obijetivos y/o hipoétesis segun lo planteado en el trabajo

Metodologia: no siempre es necesario incluir esta seccion, sélo se lo hace cuando es hay
que explicar alguna técnica de uso poco frecuente o que no fue desarrollada en las clases
tedricas del curso

Resultados

Conclusiones
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